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@ Mikrotiterplatte 

@ Die Erfindung betrifft eine Mikrotiterplatte, insbesonde- 
re zur Behandlung von Proben mit organischen Losungs- 
mitteln und zur Analyse mittels lichterzeugender Verfah- 
ren, mit in einem an sich bekannten Raster, beispielswei- 
se n x 8 x m x 12, angeordneten ProbengefaBen. 
Aufgabe ist es, eine aufwandgering herstellbare und gut 
handhabbare Mikrotiterplatte zu schaffen, die fur eine 
Vielzahl unterschiedlichster Screening-Untersuchungen, 
einschlieSlich Fluoreszenz- und Lumineszenzmessungen, 
unter den jeweils spezifischen Anwendungsbedingun- 
gen, wie Losungsmitteleinsatz etc;, universe! I an wend bar 
ist. Die Mikrotiterplatte soil trotz kleiner Volumina (< 100 
pi) der AnalysengefalSe problemlos, z. B. mit Filterpapier- 
stanzlingen, beschickbarsein. 

ErfindungsgemaB besteht die Mikrotiterplatte (1) aus lich- 

tundurchlassiger, nichtfluoreszierender und gegen orga- 
nise he Losungsmittel resistenter formnachgiebigerTher- 
*™ moplaste, wie thermisch verformbares Polyp ropy I en, und 

besitzt, vorzugsweise durch thermische Abformung von 

einer Matrize herstellbare, kegelstumpfformige Proben- 
0) gefaSe (2) zur Aufnahme von festen und flussigen Proben 
^ im Mikroliter-Voluminabereich. Vorteilhaft ist eine Stabili- 

sierungsplatte (11) zur Aufnahme und ggf. Temperierung 

der Mikrotiterplatte (1), wobei die Mikrotiterplatte (1) 
(V) zweckmaftig mit Hilfe einer Auswurfptatte (13) wieder se- 
1^ pari en werden kann. 
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kannien x-y-Rasiermafi 8x12 insgesamt 96 ProbengefaBe 2 
zur Aufnahme und Behandlung von Probcn mil Vblumina 
im Mikroliterbereich bcsitzt. Die Mikroiiierplatie 1 besteht 
aus Polypropylen LM-885/30-T 1480-1 60 und ist durch ther- 
mische Verfonnung (Abformung von einer Mairitzc) aus ei- 5 
ner folienarl.igen Platine hergcstelli. In dicseni Abfonnungs- 
prozcB wurden gleichzeiiig die 96 Veniefungen fur die Pro- 
bengefaUe 2 in die Platine cingepriigi sowic Fornistabilisie- 
rungselcmeme von Seitenflachen 3 und 4, Fxkcnabschra- 
gungen 5 und Abslufungen 6 crzeugl. Die eingepragten Ver- 10 
tiefungen fur die ProbengefaBe 2 sind kegelstumpflormig, 
so daB ihr oberer Durchmesser 7 groBer als ihr unterer 
Durchmesser 8 am Boden der AnalysengefaBe 2 ist und Sei- 
tenwande 9 konisch ausgebildet sind (vgl. Fig. 2). Mit der 
kegelstumprTonnigen Ausbildung der ProbengefaBe 2 im ul- 15 
Probenvoluminabereich wird gegenuber einer bekannten 
Mulden- oder Kegelform eine gute und praktikable Beschik- 
kung (u. a. auch mit Fihcrpapicrstanzlingcn) crmoglicht. 
Die kleinen Hohlungen der ProbengefaBe 2 machen diese 
Untersuchungen, welche dadurch lediglich geringe Proben- 20 
mengen benotigen, in jeder Hinsichl sehr vorleilhafl und 
wirlschaftlich. 

Das Material der Mikrotiterplatte 1 ist resistent gegen or- 
ganische Losungsmittel, wie insbesondere Aceton, Acetoni- 
iril, Methanol, Butanol, Hexan und Genrischen daraus, wo- 25 
durch auch eine diesbeziigliche Eignung fiir zahlreiche An- 
wendungsfalle (z. B. EnteiweiBung in der biochemischen 
und klinisch-chemischen Analylik. Naturstoffscreening, 
kombinatorische Chemie etc.) gegeben ist. 

Ferner ist dieses Material der Mikrotiterplatte 1 lichtun- 30 
durchlassig sowie nichtfluoreszierend, so daB die An wen- 
dung fiir optische Analyseverfahren gegeben ist, ohne daB 
das GefaBmaterial die Probenauswertung einschrankt oder 
beeinfluBt. 

Auf der Oberflache der Mikrotiterplatte 1 (siehe Fig. 2) 35 
ist eine Koordinaienkennung 10 fur das Raster der Proben- 
gefaBe 2 in Form von Buchstaben und Zahlen der,entspre- 
chenden Koordinate des 8x12 Probenrasters sichlbar. Diese 
kann beispielsweise aufgedruckt werden (Siebdruck o. a.) 
bzw. gleich bei der thermischen Abfonnung der Mikrotiter- 40 
platte 1 mit eingepragt werden. 

Urn die mechanische Fonnstabilitat der Mikrotiterplatte 1 
(gerade fur sehr diinnwandige und folienartig flexible Plat- 
ten ausfuhrungen) bei der Verwendung zu erhohen, ist eine 
Stabilisierungsplatte 11 (Grundkorper) vorgesehen, auf wel- 45 
che die Mikrotiterplatte 1 aufgesetzt wird. Dazu besitzt die 
Stabilisierungsplatte 11 zwecks Aufnahme der Probenge- 
faBe 2 zu diesen korrespondierende Veniefungen 12 (siehe 
Fig. 1). Fig. 3 zeigt die Prinzipanordnung der Mikrotiter- 
platte 1 mit Stabilisierungsplatte 11 in seitlichen Schnittdar- 50 
stellungen (getrennter und aufgesetzter Zustand). Die Dar- 
stellung entspricht der in Fig. 2 angedeuteten Schnittebene 
A-B. Eine diinnwandige und damit formnachgiebige Aus- 
fuhrung der ProbengefaBe 2 (folienartige Seitenwande 9) 
unterstiitzt dabei eine form- und kraftschlussige Passung der 55 
ProbengefaBe 2 in den Veniefungen 12, was beispielsweise 
fiir einen engen Warmekontakt bei einer Temperierung der 
ProbengefaBe 2 uber die Stabilisierungsplatte 11 (in der 
Zeichnung nicht dargestellt) relevant ist. 

Urn ein praktikables Trennen der Mikrotiterplatte 1 von 60 
der Stabilisierungsplatte 11 zu errnoglichen, ist eine Aus- 
wurfplatte 13 vorgesehen, die zwei Auswurfstifte 14 besitzt. 
Die Stabihsierungsplatte 11 weist zwei mit diesen korre- 
spondierende Locher 15 auf, durch welche die Auswurfstifte 
14 hindurchgrcifen und die Mikrotiterplatte 1 zum Auswurf 65 
an ihrer Unterseite antasten. Die Schnittdarstellung von Fig. 
4 entspricht dabei der in Fig, 2 angedeuteten Schnittebene 



Urn die universclle Verwendbarkeit der erfindungsgema- 
Ben Mikrotiterplatte 1 fur die unterschiedlichsten Proben- 
auswertungen zu demonstrieren, sollcn vicr Anwendimgs- 
beispiele mil den Zeichnungen 5-8 vorgestelll werden. 

Anwendungsbeispiel 1 

Faliung von Hamoglobin mil organischen Losungsmitieln 

Je ein 3 mm-Bluiblattchcn wird in jedes ProbengcfaB 2 
der Mikroiiterplaite 1 placiert und mil je 20 pi 100 inM Tri- 
athanolaniin/HCK pH 7,8 mil 0,133% (w/v) Digitonin, 0,9 
mM EDTA, 0,63 uiM Dithiothreitol und 0,02% NaN 3 (1 und 

2 in 0 ^ ig * 5 ? bzw * H2 ° (3 und 4 in Fi 8' 5) zwei Stunden bei 
37 °C eluiert. Danach werden die Mikrotiterplatte auf 
Raumtemperatur abgekiihlt und in jeweils zwei Probenge- 
faBe identisch je 40 ul (1 und 3 in Fig. 5) bzw. 60 ul (2 und4 
in Fig. 5) der folgcndcn Losungsmittel pipctticrt: (A) Acc- 
ton, (B) Acaetonitril, (C) Methanol, (D) Athanol, (E) Propa- 
nol, (F) Isopropanol. (G) Butanol, l/l(v/v)-Mischungen aus 
(H) Athanol/Aceton, (I) Metanol/Aceton, (J) Butanol/Ace- 
ton, (K) Methanol/Athanol, (L) Methanol/Propanol, (M) 
Propanol/Aceton, (N) Methanol/Tsopropanol, (O) Methanol/ 
Butanol und (P) H 2 C 

Blutblaltchenelual und Losungsinittel werden auf einem 
Mikrotiterplattenschutder gemischt und bei 4000 g fur 
5 inin zentrifugierL 5 pi des Uberstandes werden auf 
MN818 pipettiert und die Anwesenheit von Hamoglobin auf 
dem Filterpapier visuell beurleilt. Fig. 5 zeigt, daB unter al- 
ien Bedingungen nur Aceton, Acetonitril, Propanol und Me- 
thanol und 1/1-Mischungen aus Methanol/Aceton eine kom- 
plette EnteiweiBung erzeugen. 

Anwendungsbeispiel 2 

Fluoreszensmessung in der Mikrotiterplatte 

Die Fluoreszenz jeweils aller 96 ProbengefaBe 2 der Mi- 
krotiterplatte 1 werden leer, oder mit 80, 90 bzw. 100 ul ei- 
nes Puffers ohne oder mit NADH oder Methylumbelliferon 
gefullt bei 460 nni (Anregung 355 nm) in einem an sich be- 
kannten Fluorimeierreader gemessen. In Fig. 6 sind Signal- 
Hohen und Unprazisionen dieser Messungen zusammenge- 
stellt. 

Die erfindungsgemaBe Mikrotiterplatte besitzt damit ge- 
genuber herkommlichen zur Fluorimetrie verwendeten Mi- 
krotiterplatten aus weiBem oder schwarzem Polystyrol ver- 
gleichbar gute Prazisionseigenschaften. 

Anwendungsbeispiel 3 

Miniaturisierter Neugeborenen-Screening-Test auf Galak- 
tose- 1 -Phosphat-Uridy ltransferase-Akti vital 



C-D. 



Zu jeweils einem Biutblattchen (3 mm 0) pro Probenge- 
faB 2 der Mikrotiterplatte 1, welches Normalblut eines er- 
wachsenen freiwiliigen Spenders oder entsprechende Ver- 
dunnungen im Eigenplasma aufgetrocknet enthalt, werden 
20 ul des Testgemisches pipettiert. Das Testgemisch enthalt 
100 mM Triathanolamin/HCl, pH 7,8, 0,133% (w/v) Digito- 
nin, 0,9 mM EDTA, 0,63 mM Dithiothreitol, 0,02% NaN3 
(w/v), 6,48 mM Galaktose-l-phosphal, 4,4 mM UDP-glu- 
kose, 4,82 mM NADR IndividueUe Blindwerte werden mit 
dem gleichen Testgemisch, aber ohne Galaktose-l-phosphat 
parallel mitbestimmt. 

Die Mikrotiterplatte wird kurz auf einem Mikrotiterplat- 
tenschiittler geschiittelu mit einer Klebefolie abgedeckt und 
zwei Stunden bet 38°C inkubiert Danach erfolgt die Entei- 
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15 



wuBung durch Zugabe von 60ul Methanol/Aceton (1/1 
v/v), Schutteln und Zentrifugation bei 4000 g fur 5 min Die 
Fluore^zenz der Losung in den Probengefaten 2 wSrekt 
n der Mikrotiterplatte 1 . welche in die Sr.h.WisiemngsX 
11 eingedruckt ist. bei 460 „, n (355 n,n Ann—) im R uc ! 

SSK -TT ? e erhallenen Si * nale (AuSSJlS 

dTs Z.H h S Te ^ S SUld in Fig - 7 ^"'"'engesteHt. 
kom ZucZ ¥ " ubers ^S en diejenigen, die bei her- 

? K Jf h n- 8 erCn VOlU '" ina Crreich ' werden 
rl" , 5 - machc - D»c«w«chien Prazisionen n.achen den 
lest lur bcreemngzwecke gui geeignet, 

Anwendungsbeispiel 4 

TestaufGalaktose-l-Phosphat-Uridyl^nsferase-Aktivitat 
unter Verwendung verschiedener EnteiweiBungsmittel 

Der miniaturisicrtc Test wird wie in Anwendungsbeispiel 
3 durchgetuhrt, jedoch verschiedene Losungsmittel als En 
te.we.Bungsreagenz mit einem Volumen von 40 bzw 60 ul ->o 
eingesettt: Es werden jeweils 6 Proben in einer Serie g lei 
chennaBen behandeh. g 

no. P !J!f PU ? n Ac f on/Meth anol (1/1), Athanol, Metha- 
nol, Aceton, Propanol, Acetonitril- 
40 pi Athanol. 

Fif S^^" Hu °[f szenzen und Unprazisionen sind in " 
I'lg. 6 zusaminengeslellt. 

Es ist zu sehen daB die Losungsmittel Methanol und Ace- 
tonWemanol (1/1), die kompletl enteiweiBen (vgl Ffc ; J 
auch die hochsten Test-Fluoreszenssignale bei gu.en Test- 
erm °«{ ichen - ^P™* Acetonitril und Aceton 
fuhren zu einer Verihinderung der N ADPH-H uoreszenz^ 
Testpuner und Athanol entfernen das storende Hamoglobl" 
nichtbzw. nurunvollstandi°. »"t,ioDin 



30 



Bezugszeichenliste 



. 1 Mikrotiterplatte 
2 ProbengefaB 
3, 4 Seitenflache 

5 Eckenabschragung 

6 Abstufung 

7, 8 Durchmesser 

9 Seitenwand 

10 Koordinatenkennung 

11 Stabilisierungsplatte 

12 Vertiefiing 

13 Auswurfplatte 

14 Auswurfstift 

15 Loch 



35 



40 



45 



SO 



Paten tanspriiche 

1. Mikrotiterplatte, insbesondere zur Behandlung von 
Proben nut organischen Losungsmitteln und zur Ana- 55 
STiiTft hchte ™ u ^er Verfahren, mit in einem 
an sich bekannten Raster, beispielsweise nx8xmxP 
angeordneten ProbengefaBen, dadun* gekennzeicn"-' 
net, daB die Mikrotiterplatte (1) aus lichtundurchlassi- 
ger, nichtfluoreszierender und gegen organische L6- 60 
sungsmittel resistenter formnachgiebiger Thermopla- 
ste wie thermisch verformbarem Polypropylen be- 
stebt und daB die, vorzugsweise durch thermische'vfeT- 
formung hergesiellten, ProbengefaBe (2), kegelstumpf- 
Tomug zur Aufnahmc von festen und fiussigen Proben 65 
im Mikrohter-Voluminabereich ausgebildet sind 
~. Mikrotiterplatte nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Thermoplaste mit colorierten Pig- 



menten versehen isu 

3. Mikrotiterplatte nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
ZZ^ aB d ' e Mikrotile T»^ (1) Mittel (3,4. 5. 6) 
zur F.rhohung der Fomisiahilitat, wie beispielsweise 
Senennachen. Wiilste. Stufen. Falze. Sicken Abschni- 
gungen u.a. vorgesehen sind. 

4. Mikrotiterplaue nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnel. daB auf der Oberrlche der Mi^LI 
!v,h ^ rd '" a,enke nnung (10) fur das Raster der 
I'robengelaBe (2) angegeben ist. 

5. Mikroiiterplatie nach Anspruch 4. dadurch cekenn- 

durch Uiernusche Vertormung in die Oberflache der 
Mikrotiterplatte (1) eingepragt ist. 
6 Mikrotiterplatte nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichne. daB eine Stabilisierungsplatte (11) vorgeL- 
hen lst , die zu den als Veniefungen der Mikrotiterplaue 
(1) ausgc^ldcten ProbengefaBen (2) korrcspLic- 
rende Autnahmevertiefungen (12) besitz., in welche 
die ProbengefaBe (2) der Mikrotiterplaue (1) font,- und 
Kraftscnlussig. eingesetzt werden 

L ( Mi ^°'i t ? > l atte mch Ans P mch 6 ' dadu «=h gekenn- 
ze.chnet, daB d,e StabilisierungsplaUe a i) Mittel zur 
Tempenerung besitzt, z.B. eine interne elektrische 
Heizspirak, oder mil solchen in Verbindung stehu z B 
zu einem Flussigkeitsbad 

iic^T 13 " 6 T Ch AnSprUCh dadurch 8 ekenn - 
zeichneL daB eine Auswurfplatte (13) vorgesehen ist 

die mindestens zwei Auswurfstifte (14) besitzt, welche 

zum Auswurt der Mikrotiterplatte (1) aus der Stabl! 

sierungsplatte (11) durch korrespondierende Locher 

hI mI f' erUngSplatle (U) hindurchgreifen und 
die Mi krouterplatte ( 1) VOn der Unterseite antasten. 

Hierzu 8 Seite(n) Zeichnungen 
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[leer 

noo 

1 0,4 mM NADH in A 
' 100 Lll 



90 ^1 
[80 ill 



[NADH in A, 100 
1 0,1 m M NADH in A , 100 

lumbelliferon 
,5 liM 



Ml 



[5,0 M M 



Fluoreszens (Mittel) 


VK 


Anzali 


^- ouuiuaraaDweicnitofi 


(%) 


der 






Platten 


2,22 ±0,1 9 




(2) 




6 


3,69 ±0.31 




3 


523,73 + 6.91 j 


1,32 


3 


525,79 ± 7.65 
525,5 ±7.77 


1,45 


3 


477,8 ± 8.46 


1,47 
1,77 


3 
1 


360,1 ±5.94 


1,65 


3 


2637,3 ±51,69 1 


1,96 " 


1 


5823,65 ± 120,55 | 


2^077 


2 



gemessenen Platten; ier z ^^el-VK der 
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a: Intra-assay-Unprazision: 



GALT-Aktivitat 


Fluoreszens 


VK 


n 




(Mittel) 


(%) 




0 (Galaktosamie) 


8.84 


12.56 


12 


verdiinntes Normalblut 


37.84 


11.17 


20 


verdunntes Normalblut 


116.58 


7.55 


21 


verdiinntes Normalblut 


169.35 


6.80 


21 


Normalblut 


188.17 


7.03 


21 


Blindwert vom Normalblut 


8.15 


8.36 


21 



b: Inter-assay-Unprazision: 



GALT-Aktivitat 


Fluoreszens 


VK 


n 




(Mittel) 


(%) 




0 (Galaktosamie) 


8,2 


19,3 


12 


verdunntes Normalblut 


37,63 


17,2 


12 


verdunntes Normalblut 


107,84 


7,8 


12 


verdunntes Normalblut 


150,78 


8,1 


12 


Normalblut 


186,32 


4,3 


12 



Fig.7 
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Signal des GALT-Tests mit verschiedenen Enteiweifcungsmitteln 

20 pi Test, 60 (40) pi EnteiweiRungslosung 
FLuoreszenz (SKT, 355/460 nm) 

200 I 




EnterweiBungsmittel 



Fig. 8 
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A: 100 rnM TnStbanokmin/HCl pH 7,8, B:l M Diethanolamin/HCI pH 9 S 
Muoresz^vert* sind dte Mhtel und Sfcmd^dab^ichungen von a 
(n = z x 96% VK: Mitte) der Vanationskodfizienteo alter z Einzsl-VK der 
gemessenenPlatten; 



Kg- 6 
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a: IniVa-assay-Unprazision: 



GALT-AMivitat 


Fhioreszens 


VK 


n 




QAitteX) 


(%) 




0 (GalaktosSmie) 


8.84 


12,56 


12 


verdtfnntes Normalblut 


37.84 


11.17 


20 


verdiinntes Nomialblut 


1 1658 


7.55 


21 


verdtinntes Normalblut 


169.35 


6.S0 


21 


Nonnalblut 


188.17 


7.03 


21 


Blindwert vom Nomaalblut 


8.15 


S.36 


21 



b: Iater-assay-UnprazaBion: 





GALT-AktivitSi 


Fluoreszens 
(Mttel) 


VK 
(%) 


n 




0 (Galaktosamie) 


8,2 


19,3 


12 


verdiinntes Normalblut 


. 37,63 


17,2 


12 


verdttnates Noroialblut 


107,84 


7,8 


12 


veidiinfltes Notmalbhit 


150,78 


8,1 


12 


Nonnalblut 


186,32 


4,3 1 


12 
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Si^naJ d« GALT-Tesls rnJf veischledenenEntelweJEungsmtfteHi 

20 Ml Tasl, 60 (40) *j| fntefwelflungslteunQ 
FLuor*Ez©n2 (SK?; 355/460 rvn} 
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